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钝顶螺旋藻 FtsZ 在大肠杆菌中的表达和定位
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摘 要: FtsZ 是与真核微管蛋白类似的原核骨架蛋白，能在细胞分裂位点聚合组装成环状结构而调控细胞分裂过
程。为了研究钝顶螺旋藻( Spirulina platensis) FtsZ 蛋白的功能，构建了钝顶螺旋藻 FtsZ 与绿色荧光蛋白 GFP 融
合表达的质粒，并在大肠杆菌中进行了表达和定位研究，结果发现，表达融合蛋白 GFP-FtsZ 的大肠杆菌细胞由短
杆状变为长丝状，且菌丝体长度与融合蛋白的表达量呈正比。在荧光显微镜下观察到融合蛋白 GFP-FtsZ 在长丝
状体细菌中呈有规律的点状分布，这说明 FtsZ 蛋白功能高度保守，钝顶螺旋藻 FtsZ 蛋白能识别大肠杆菌分裂位点
并装配成环状结构调控大肠杆菌细胞分裂，FtsZ 蛋白的过量表达能抑制大肠杆菌正常的细胞分裂而导致长丝状体
细胞的形成。
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Abstract: Prokaryotic cytoskeletal protein FtsZ，a microtubule homolog，assembles into a com-
pact circular structure at the mid-cell and plays an important role in cytokinesis． To explore the
function of FtsZ in Spirulina platensis morphogenesis，we cloned the ftsZ gene from S．
platensis and constructed its fusion tag of GFP expression plasmid pGFP-FtsZ． The recombined
expression vector was transformed to Escherichia coli BL21． Western blot analysis showed that
the GFP-FtsZ fusion gene was successfully expressed in the transformant． The transformed bac-
teria that expressed the GFP-FtsZ protein changed from normal short-rod shapes and formed
long filaments． The length of the filamentation cells was proportional to the expression amount of
FtsZ in cells． Regular-dot distribution of the GFP-FtsZ fusion protein in transformed bacteria was
observed by fluorescent light microscopy． The data demonstrated that FtsZ was a highly con-
served functional protein． The FtsZ of S． platensis assembled the complete cytokinesis appara-
tus and formed a Z-ring structure at the future division site to regulate cell division in E． coli． The
overexpression of FtsZ blocked the normal cell cycle and led to cell filamentation．
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钝顶螺旋藻属于蓝藻门( Cyanophyta) 、颤藻目
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FtsZ 的表达存在明显差异，这意味着 FtsZ 可能参
与了钝顶螺旋藻的形态建成［9］。





聚集形成环状结构( 称为 Z 环) 而引发和控制原核
细胞的分裂过程，其胞内浓度的异常升高或降低都











Escherichia coli DH5α 和 E． coli BL21 ( DE3 )
plysS由本实验室保存。质粒 pGFP 由国家传染病诊
断试剂与疫苗工程技术研究中心夏宁邵教授赠予［17］。
1. 2 ftsZ 基因的扩增
以钝 顶 螺 旋 藻 ( Spirulina platensis ) 染 色 体
DNA 为模板，用引物 P1: 5'-GGGCTAGCATGCTT-
GATAAGAGCAATCTGGGA-3'和 P2: 5'-AAGGA-
TCCCCGACCAGGAGGCGGACGGCGA-3' ( 上 海
生工生物工程有限公司合成) 进行扩增。反应液为
50 μL，含 有 1 × PCR buffer、200 μmol /L dNTP、
1. 5 mmol /L MgCl2、0. 6 μmol /L 引物，50 ng 模板
DNA、2. 5 U Taq 酶。扩增条件为: 94℃ 预变性
5 min，然后 94℃ 45 s，58℃ 45 s，72℃ 90 s，35 个
循环，最后于72℃ 保温10 min。扩增产物经0. 8%
的琼脂糖凝胶电泳检测。
1. 3 融合表达质粒 pGFPxm-ftsZ 的构建
将 PCR 扩增的 ftsZ 基因用 NheⅠ /BamHⅠ双
酶切，经琼脂糖凝胶电泳后挖胶回收 1. 2 kb 大小的
ftsZ 片段，连接到经同样双酶切的 pGFP 质粒中，通
过测序确保插入的 ftsZ 基因与质粒的阅读框架一致。
1. 4 GFP-FtsZ 融合蛋白的诱导表达及检测
将重组表达质粒转化 E. coli BL21( DE3) plysS，
挑取单 菌 落 于 4 mL LB 培 养 基 ( Ampr 100 μg /
mL) 中 37℃摇培至 OD600 = 0. 8 ～ 1. 0，然后转接
于 100 mL 新鲜培养基中，37℃摇培至 OD600 =0. 7
后，加 IPTG 至终浓度 0. 4 mmol /L，然后转至 28℃
诱导过夜; 离心收集菌体进行常规的 SDS-PAGE 电
泳分析。
2 结果与分析
2. 1 ftsZ 基因的扩增结果
取对数生长期中后期的钝顶螺旋藻藻液 50 mL，
离心后提取藻总 DNA，以总 DNA 为模板，P1 和 P2
为引物 PCR 扩增 ftsZ 基因，扩增产物经 0. 8%的琼
脂糖凝胶电泳检测，结果表明，扩增产物的大小约为
1200 bp，与预期结果相符合( 图 1 ) 。将 PCR 产物
M1: DL2000 DNA Marker; 1: PCR production of ftsZ .
图 1 ftsZ 基因的 PCR 扩增
Fig． 1 PCR amplification of ftsZ
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克隆到 pMD-18T 载体上进行 DNA 测序，将测序结
果在 NCBI 网站上进行比对，结果显示，PCR 得到
ftsZ 基因全长1281 bp，对应蛋白大小约为44. 3 kD。
钝顶螺旋藻 ftsZ 与极大螺旋藻 ( Spirulina maxi-
ma) 基因序列相似性达到 96. 19%，与大肠杆菌
的基因序列相似性达 47. 23%，与蛋白序列相似性
达 40. 91%，但它们都含有 FtsZ 蛋白两个保守的基
序( motif) : VIGVGGS/GGGNAI /VNRM 和 GGGT-
GTG。其中后一个基序对于 FtsZ 蛋白的鸟苷三磷
酸酶( GTPase) 活性是必须的，该基序在真核生物
微管蛋白( tubulin) 中则为 GGGTGSG。
2. 2 融合表达载体 pGFP-ftsZ 的构建和鉴定
为研究钝顶螺旋藻 FtsZ 在细胞中的定位情况，
将经 P1、P2 扩增并测序正确的 ftsZ 片段用 NheⅠ+
BamHⅠ双酶切，然后与经同样双酶切的原核表达
载体 pGFP 连接，构建原核表达载体 pGFP-ftsZ 以
融 合 表 达 GFP-ftsZ。将 连 接 产 物 转 化 E. coli
DH5α，经 Kan 抗性筛选，分别挑取阳性克隆菌落进
行重组质粒的鉴定。重组质粒经 BamHⅠ +NheⅠ
双酶切鉴定，初步证实 ftsZ 基因已连入 pGFP 载体
中，将酶切鉴定正确的重组载体进行测序，结果表明
pGFP-ftsZ 构建正确，ftsZ 与 GFP 阅读框一致，能
正确表达 GFP-FtsZ( 图 2) 。
M1: DL2000 DNA Marker; M2: λ-Hind Ⅲ digest;
1: PCR production of ftsZ; 2: pGFP/BamHⅠ;
3: pGFP-ftsZ /BamHⅠ; 4: pGFP-ftsZ /BamHⅠ+NheⅠ.
图 2 pGFP-ftsZ 重组表达载体的酶切鉴定分析
Fig． 2 Restriction analysis of pGFP-ftsZ
2. 3 融合蛋白 GFPxm-FtsZ 的表达鉴定
将鉴定正确的重组载体 pGFP-ftsZ 转化表达大
肠杆菌 E. coli BL21 并用 IPTG 进行诱导表达，以转
化 pGFP 的大肠杆菌 E. coli BL21 为对照进行同样
的处理。诱导后提取菌体总蛋白进行 SDS-PAGE
分析。结果表明，GFP 转化菌诱导后比诱导前多一
条分子量约 30 kD 的特异性 GFP 蛋白条带( 图 3:
泳道 2) 。GFP-ftsZ 转化表达菌株在约 75 kD 处出
现一条特异性蛋白条带( 图 3: 泳道 4) ，此蛋白条带




M: 蛋白质分子量标准; 1，2: pGFP 转化菌诱导前和诱
导后总蛋白( 阴性对照) ; 3，4: pGFP-FtsZ 转化菌诱导
前和诱导后的总蛋白; 5，6: pGFP-FtsZ 转化菌诱导后可
溶性蛋白和不可溶性蛋白。
M: Protein molecular weight marker; 1，2: Cell lysis re-
spectively from transformed bacteria containing pGFP
without or with IPTG induction( negative control) ; 3，4:
Cell lysis respectively from transformed bacteria contai-
ning pGFP-FtsZ without or with IPTG induction; 5，6:
Insoluble or soluble protein from transformed bacteria
containing pGFP-FtsZ with IPTG induction.
图 3 GFP-FtsZ 融合蛋白诱导表达的 SDS-PAGE 分析
Fig． 3 Expression analysis of GFP-FtsZ
in E. coli by SDS-PAGE
2. 4 融合蛋白 GFP-FtsZ 的表达及其对大肠杆菌
形态的影响
在对 pGFP-ftsZ 转化的大肠杆菌 E. coli BL21
进行 IPTG 诱导表达时，我们发现 GFP-FtsZ 诱导表
达后的转化菌形态发生了明显的改变，菌细胞由短
杆状变为长丝状。由图 3 可知，未经 IPTG 诱导的
pGFP-ftsZ 转化菌和 pGFP 转化菌绿色荧光蛋白不
表达，在荧光显微镜下观察细菌形态发现，转化菌和
对照菌一样呈短杆状，且没有绿色荧光的发出( 图
4: A，B，E，F) ; 在经 IPTG 诱导后，pGFP-ftsZ 转化
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A: pGFP 转化菌 IPTG 诱导前; B: pGFP 转化菌 IPTG 诱导前( 荧光拍摄) ; C: pGFP 转化菌 IPTG 诱导后; D: pGFP 转化菌 IPTG 诱导后( 荧
光拍摄) ; E: pGFP-FtsZ 转化菌 IPTG 诱导前; F: pGFP-FtsZ 转化菌 IPTG 诱导前( 荧光拍摄) ; G: pGFP-FtsZ 转化菌 IPTG 诱导后; H，I:
pGFP-FtsZ 转化菌 IPTG 诱导后( 荧光拍摄) ; J: pGFP-FtsZ 转化菌 IPTG 诱导后荧光特征局部放大图。1 ～5: FtsZ 蛋白的不同组装状态。
A: Transformed bacteria containing pGFP; B: Transformed bacteria containing pGFP( fluorescence analysis) ; C: Transformed bacteria
containing pGFP with IPTG induction; D: Transformed bacteria containing pGFP with IPTG induction( fluorescence analysis) ; E: Trans-
formed bacteria containing pGFP-FtsZ; F: Transformed bacteria containing pGFP-FtsZ( fluorescence analysis) ; G: Transformed bacteria
containing pGFP-FtsZ with IPTG induction; H，I: Transformed bacteria containing pGFP-FtsZ with IPTG induction( fluorescence analysis) ;
J: Zoom-in transformed bacteria containing pGFP-FtsZ with IPTG induction( fluorescence analysis) ．1－ 5: Different assembled forms of FtsZ .
图 4 GFP-FtsZ 诱导表达前后大肠杆菌形态和荧光定位
Fig． 4 Morphology and intracellular location of fusion protein GFP-FtsZ in E. coli
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融合蛋白 GFP-FtsZ 在菌体中发出的绿色荧光呈有
规律的点状分布; 并且 GFP-FtsZ 转化菌的细胞分
裂被抑制，菌体形态发生了显著变化，宿主菌由短杆
状变为长丝状，长度相对于对照菌增加了 5 ～10 倍，
有些细胞甚至可长达 70 μm ( 图 4: C，D，G，H) 。












螺旋状或丝状形式存在于细胞中( 图 4: I，J) ，这种





之间的关系。从图 5 中可以看出 pGFP-ftsZ 转化菌
随着 IPTG 诱导时间的延长，融合蛋白 GFP-FtsZ 的
表达量逐渐增多，诱导超过5 h 后 GFP-FtsZ 的表达
量不再呈显著增加而保持稳定状态。在荧光显微镜
1～8: 分别为 IPTG 诱导0、1、2、3、4、5、6、7 h 时 pGFP-ftsZ
转化菌的总蛋白。
1－8: Cell lysis separately from transformed bacteria carrying
pGFP-ftsZ with IPTG induction for 0 h，1 h，2 h，3 h，4 h，
5 h，6 h and 7 h.
图 5 IPTG 诱导不同时间转化菌 GFP-FtsZ
表达量的检测
Fig． 5 Expression analysis of GFP-FtsZ in
transformed E. coli BL21 induced by IPTG
下，转化菌形态也表现出随诱导时间延长，细胞长度
逐渐增加，诱导时间超过 2 h，细胞则由杆状变为长
丝状，超过 5 h 后细胞长度不再呈明显增加( 图 6) ;
并且伴随着细胞长度的增加，由 GFP-FtsZ 形成的









也可以 像 微 管 蛋 白 那 样 装 配 形 成 原 丝 或 微 管 结
构［18］。原核骨架蛋白 FtsZ 与 GTP 结合形成 FtsZ-














顶螺旋藻 FtsZ 蛋白能导致 E. coli 形成长丝状体。
为了研究 FtsZ 蛋白在细菌长丝状体形成中的作用
和定位，将 FtsZ 蛋白与 GFP 进行融合表达。结果
发现，表达 GFP-FtsZ 融合蛋白的 E. coli 细胞形成
长丝状体，且丝状体长度随着 FtsZ 表达量的增加而
加长，但只表达 GFP 蛋白的 E. coli 细胞形态依然
保持短杆状。荧光显微镜下观察到 GFP-FtsZ 融合
蛋白能在 E. coli 长丝状体中形成有规律的点状结
构，该结构应为潜在的细胞分裂位点; 而单独表达
GFP 的对照菌中则不存在这种绿色荧光点，其绿色
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A～G: 分别为 IPTG 诱导 1、2 、3、4、5、6、7 h 的 pGFP-ftsZ 转化菌。
A－G: Transformed bacteria carrying pGFP-ftsZ with IPTG induction separately for 1 h，2 h，3 h，4 h，5 h，6 h and 7 h .
图 6 IPTG 诱导不同时间 pGFP-ftsZ 转化菌形态变化
Fig． 6 Morphological changes of E. coli BL21 carrying pGFP-ftsZ
with IPTG induction for different times
荧光弥散在整个细胞中。本研究结果表明，FtsZ 蛋
白的功能是高度保守的，虽然钝顶螺旋藻 FtsZ 与
E. coli 的 FtsZ 在 蛋 白 质 序 列 上 的 相 似 性 仅 为
40. 91%，但是它们的功能保守，钝顶螺旋藻 FtsZ
能在 E. coli 中装配形成 Z 环，其过量表达能抑制
E. coli 的细胞分裂而导致长丝状体的形成。除了形
成特有的点环状结构外，钝顶螺旋藻 FtsZ 蛋白还在
E. coli 细胞中形成双股螺旋结构( 图 4: J) ，这表明
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